
(57)【要約】　　　（修正有）
 
【課題】　優れたＴＮＦ－α阻害作用および高い安全性を有するＴＮＦ－α阻害剤を提供
する。
【解決手段】　白鶴霊芝の水および／または有機溶媒抽出物を主成分とすることを特徴と
するＴＮＦ－α阻害剤。  
【効果】  　本発明のＴＮＦ－α阻害剤は、優れたＴＮＦ－α阻害作用を示すため、ＴＮ
Ｆ－αの過剰な産生が引き起こす組織障害やさまざまな病気（例えば、関節リウマチ、全
身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、悪液質、急性感染症、アレルギー、発熱、貧血、糖尿
病、破骨細胞形成、緑内障など。）や疼痛の治療および予防効果が期待できる。さらに本
発明のＴＮＦ－α阻害剤は、高い安全性を有するため、長期連用しても人体に有害な作用
を及ぼさない利益がある。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 白 鶴 霊 芝 の 水 お よ び ／ ま た は 有 機 溶 媒 抽 出 物 を 主 成 分 と す る こ と を 特 徴 と す る Ｔ Ｎ Ｆ －
α 阻 害 剤 。  
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 剤 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Ｔ Ｎ Ｆ － α （ Tumor Necrosis Factor-α ： 腫 瘍 壊 死 因 子 ） は 、 炎 症 を 通 し た 生 体 防 御 ・
免 疫 機 構 に 広 く 関 わ る サ イ ト カ イ ン と し て 認 識 さ れ て い る （ 例 え ば 、 特 許 文 献 １ 参 照 。 ）
。 そ し て 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α の 過 剰 な 産 生 が 組 織 障 害 や さ ま ざ ま な 病 気 （ 例 え ば 、 関 節 リ ウ マ チ
、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ Ｓ Ｌ Ｅ ） 、 悪 液 質 、 急 性 感 染 症 、 ア レ ル ギ ー 、 発 熱 、 貧 血 、
糖 尿 病 な ど 。 ） を 引 き 起 こ す 原 因 と な る こ と が 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ 参 照
。 ） 。 ま た 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α が 自 己 免 疫 性 疾 患 で あ る 慢 性 関 節 リ ウ マ チ お よ び ク ロ ー ン 病 の 発
症 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と も 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ２ 参 照 。 ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ の よ う な こ と か ら 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 剤 は 、 上 記 し た 疾 患 の 治 療 に 有 効 で あ る と 期 待 さ
れ 、 様 々 な 化 合 物 （ 例 え ば 、 ６ － フ ェ ニ ル テ ト ラ ヒ ド ロ － １ ， ３ － オ キ サ ジ ン － ２ － オ ン
誘 導 体 、 側 鎖 に 硫 黄 原 子 を 有 す る ウ レ ア 誘 導 体 、 ベ ン ゾ ヘ テ ロ 環 化 合 物 、 １ ， ３ － チ ア ゾ
ー ル 化 合 物 、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ な ど 。 ） に つ い て の Ｔ Ｎ Ｆ －
α 阻 害 活 性 が 研 究 さ れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ お よ び ２ な ら び に 特 許 文 献 １ ～ ７ 参
照 。 ） 。
　 な お 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 剤 は 、 疼 痛 に 対 し て も 優 れ た 予 防 ・ 治 療 効 果 を 発 揮 し 、 ま た 、 破
骨 細 胞 の 活 性 化 を 抑 制 し 、 破 骨 細 胞 の 形 成 を 阻 害 す る こ と も 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 特 許
文 献 ６ 参 照 。 ） 。 ま た 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 剤 は 、 緑 内 障 の 治 療 に も 使 用 で き る こ と が 知 ら れ
て い る （ 例 え ば 、 特 許 文 献 ７ 参 照 。 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 白 鶴 霊 芝 （ Rhinacanthus nasuta（ L.） Kurz） は 、 イ ン ド 南 部 デ カ ン 高 原 の 原 産 と さ れ
る リ ナ カ ン サ ス 属 き つ ね の ま ご 科 に 属 す る 常 緑 小 低 木 で あ り 、 そ の 全 草 （ リ ナ カ ン ツ ス 草
） は 駆 虫 、 消 炎 、 皮 膚 真 菌 に 対 す る 抗 菌 作 用 の あ る こ と が 知 ら れ （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ３
参 照 。 ） 、 主 に 中 国 、 台 湾 等 に お い て 、 ま た 最 近 で は 日 本 国 に お い て も 漢 方 薬 と し て 用 い
ら れ て い る 。 そ の 他 、 本 出 願 人 に よ る 以 前 の 出 願 で 、 白 鶴 霊 芝 に 活 性 酸 素 消 去 能 が あ る こ
と （ 特 許 文 献 ８ 参 照 。 ） 、 排 泄 促 進 作 用 が あ る こ と （ 特 許 文 献 ９ 参 照 。 ） 、 抗 ア レ ル ギ ー
作 用 が あ る こ と （ 特 許 文 献 １ ０ 参 照 。 ） お よ び 抗 悪 性 腫 瘍 作 用 が あ る こ と （ 特 許 文 献 １ １
参 照 。 ） が 開 示 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 こ の 白 鶴 霊 芝 乃 至 白 鶴 霊 芝 の 水 お よ び ／ ま た
は 有 機 溶 媒 抽 出 物 に Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用 が あ る こ と は 知 ら れ て い な い 。  
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ５ ３ ５ ５ ５ 号
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ３ ０ ０ ８ ８ ４ 号
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 ２ ０ ０ ０ － ４ ４ ５ ３ ３ 号
【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 ２ ０ ０ ０ － １ １ ９ ２ ４ ９ 号
【 特 許 文 献 ５ 】 特 開 平 ８ － ７ ３ ４ ５ ３ 号
【 特 許 文 献 ６ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ６ ３ ９ ９ ３ 号
【 特 許 文 献 ７ 】 特 表 平 ９ － ５ ０ ８ １ １ ５ 号
【 特 許 文 献 ８ 】 特 開 平 ９ － １ ４ ３ ０ ９ １ 号
【 特 許 文 献 ９ 】 特 開 平 ９ － １ ６ ９ ６ ６ ２ 号
【 特 許 文 献 １ ０ 】 特 開 ２ ０ ０ １ － １ ０ ９ ６ ４ 号
【 特 許 文 献 １ １ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ５ ３ ４ ８ １ 号
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【 非 特 許 文 献 １ 】 山 崎 、 臨 床 免 疫 , 27お よ び 1270, 1995
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Andreas Eigler et al., Immunology Today, 18, 487, 1997
【 非 特 許 文 献 ３ 】 原 色 牧 野 和 漢 薬 草 大 図 鑑 、 ４ ９ ２ 頁 、 北 隆 館 、 １ ９ ８ ８ 年
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 等 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用 を 有 す る 物 質 に つ き 鋭 意 研 究 の 結 果 、 従 来 漢 方 薬 な
ど と し て 使 用 さ れ て い る 白 鶴 霊 芝 の 水 お よ び ／ ま た は 有 機 溶 媒 抽 出 物 が 有 効 で あ る こ と を
見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ る に 至 っ た 。  
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 白 鶴 霊 芝 の 水 お よ び ／ ま た は 有 機 溶 媒 抽 出 物 を 主 成 分 と す る こ と を 特 徴 と す
る Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 剤 で あ る 。  
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 以 下 、 本 発 明 の Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 剤 を 、 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 に 基 づ い て さ ら
に 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 剤 に 使 用 す る 白 鶴 霊 芝 は 、 市 販 さ れ て い る 葉 、 全 草 、 根 も し く
は 茎 、 ま た は こ れ ら の 混 合 物 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら を 天 日 乾 燥 お よ び ／ ま た は
ド ラ ム 乾 燥 し 、 粉 砕 機 に か け て １ ２ メ ッ シ ュ 以 上 に 粉 砕 し て 使 用 す る こ と も 好 ま し い 。 白
鶴 霊 芝 は 、 必 要 に よ り 、 天 日 乾 燥 お よ び ／ ま た は ド ラ ム 乾 燥 し た も の を さ ら に 焙 煎 器 に よ
り 焙 煎 し た も の を 使 用 す る こ と も で き る 。  
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 剤 は 、 こ の よ う に し て 得 ら れ た 白 鶴 霊 芝 を 水 お よ び ／ ま た は 有
機 溶 媒 で 抽 出 し て 製 造 さ れ る 。  
【 ０ ０ １ １ 】
　 抽 出 に 使 用 す る 溶 媒 と し て は 、 水 お よ び 有 機 溶 媒 が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら を 単 独 で ま た は ２
種 以 上 を 混 合 し て 使 用 す る こ と が で き る 。 水 に は 冷 却 水 、 常 温 水 お よ び 熱 水 が 包 含 さ れ る
。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 抽 出 に 使 用 す る 有 機 溶 媒 と し て は 、 エ タ ノ ー ル 、 メ タ ノ ー ル 、 プ ロ パ ノ ー ル 、 １ ， ３ －
ブ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の ア ル コ ー ル 類 、 ジ メ チ ル エ ー テ ル 、 ジ エ チ ル エ ー テ ル 、 メ チ ル エ
チ ル エ ー テ ル 等 の エ ー テ ル 類 、 ア セ ト ン 等 の ケ ト ン 類 、 ベ ン ゼ ン 等 の フ ェ ノ ー ル 類 、 ヘ キ
サ ン 、 ヘ プ タ ン 、 流 動 パ ラ フ ィ ン 、 ス ク ワ ラ ン 等 の 炭 化 水 素 類 等 が 挙 げ ら れ る が 、 エ タ ノ
ー ル お よ び メ タ ノ ー ル が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 抽 出 は 、 粉 砕 し た 白 鶴 霊 芝 に ５ 倍 量 か ら ５ ０ 倍 量 の 水 ま た は 有 機 溶 媒 を 加 え て 、 放 置 、
振 と う 、 撹 拌 ま た は 還 流 し つ つ 行 う 。 抽 出 は 、 ０ ℃ か ら １ ３ ０ ℃ の 温 度 で 行 う こ と が で き
る が 、 室 温 か ら １ １ ０ ℃ の 温 度 で 行 う こ と が 好 ま し い 。 抽 出 に 要 す る 時 間 は 、 抽 出 温 度 お
よ び 白 鶴 霊 芝 の 粉 砕 状 態 に も よ る が 、 通 常 ３ ０ 分 か ら ６ 時 間 程 度 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 抽 出 後 、 デ カ ン テ ー シ ヨ ン 、 遠 心 分 離 、 減 圧 濾 過 等 の 慣 用 手 段 を 用 い て 、 無 臭 乃 至 僅 か
な 芳 香 、 独 特 の コ ク の あ る 味 を 帯 び た 透 明 で 緑 褐 色 乃 至 黒 褐 色 の 液 体 が 得 ら れ る 。 こ れ を
そ の ま ま ま た は さ ら に 濾 過 、 遠 沈 、 そ の 他 の 方 法 で 精 製 し た も の を 本 発 明 の Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻
害 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 こ れ を 適 度 に 濃 縮 し て 得 ら れ る 濃 縮 液 を 本 発 明 の Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 剤 と し て 使 用 す
る こ と も で き る 。
　 ま た 、 こ の 濃 縮 液 を さ ら に 凍 結 乾 燥 、 減 圧 濃 縮 乾 固 、 ス プ レ ー ド ラ イ 、 蒸 留 乾 固 等 の 乾
燥 手 段 で 処 理 し て 得 ら れ る 微 粉 末 を 本 発 明 の Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 剤 と し て 使 用 す る こ と も で き
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る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 剤 に お い て は 、 上 記 し た 白 鶴 霊 芝 の 水 お よ び ／ ま た は 有 機 溶 媒
抽 出 物 に 加 え て 、 必 要 に 応 じ て 、 本 発 明 の 効 果 を 損 な わ な い 範 囲 で 、 食 品 、 医 薬 部 外 品 、
医 薬 品 等 に 一 般 に 用 い ら れ る 各 種 成 分 、 す な わ ち 水 性 成 分 、 粉 末 成 分 、 油 分 、 界 面 活 性 剤
、 保 湿 剤 、 増 粘 剤 、 酸 化 防 止 剤 、 香 料 、 色 素 等 を 配 合 す る こ と も で き る 。 こ れ に よ り 、 本
発 明 の Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 剤 は 、 食 品 、 医 薬 部 外 品 、 医 薬 品 等 の 広 範 な 用 途 に 用 い る こ と が で
き る よ う に な る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　
　 天 日 乾 燥 し 、 次 い で ド ラ ム 乾 燥 し た 白 鶴 霊 芝 の 根 を 粉 砕 機 に て 粉 砕 し 、 得 ら れ た 粉 砕 物
を 篩 に か け て １ ２ メ ッ シ ュ で 分 級 し て 白 鶴 霊 芝 根 粉 砕 物 を 得 た 。 こ の 白 鶴 霊 芝 根 粉 砕 物 １
ｋ ｇ を ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル １ ０ Ｌ で ３ 時 間 還 流 下 に ２ 回 抽 出 し 、 得 ら れ た 抽 出 液 を ５ ５ ℃ ～
６ ０ ℃ で 減 圧 下 に 約 １ ０ 分 の １ 量 に 濃 縮 後 、 加 圧 濾 過 し た 。 濾 液 を ９ ０ ℃ ～ ９ ５ ℃ で 加 熱
滅 菌 後 、 減 圧 下 に 濃 縮 乾 固 し 、 微 粉 末 状 の 白 鶴 霊 芝 根 ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 物 ８ ５ ． ５ ｇ
を 得 た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　
　 天 日 乾 燥 し 、 次 い で ド ラ ム 乾 燥 し た 白 鶴 霊 芝 の 葉 を 粉 砕 機 に て 粉 砕 し 、 焙 煎 器 に て 焙 煎
後 、 さ ら に 粉 砕 し 、 得 ら れ た 粉 砕 物 を 篩 に か け て １ ２ メ ッ シ ュ で 分 級 し て 白 鶴 霊 芝 葉 粉 砕
物 を 得 た 。 こ の 白 鶴 霊 芝 葉 粉 砕 物 １ ｋ ｇ を ９ ０ ℃ の 熱 水 ２ ５ Ｌ で ２ 時 間 、 ２ 回 抽 出 し 、 得
ら れ た 抽 出 液 を ５ ５ ℃ ～ ６ ０ ℃ で 減 圧 下 に 約 １ ０ 分 の １ 量 に 濃 縮 後 、 加 圧 濾 過 し た 。 濾 液
を ９ ０ ℃ ～ ９ ５ ℃ で 加 熱 滅 菌 後 、 減 圧 下 に 濃 縮 乾 固 し 、 微 粉 末 状 の 白 鶴 霊 芝 葉 熱 水 抽 出 物
３ １ ０ ｇ を 得 た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　
　 天 日 乾 燥 し 、 次 い で ド ラ ム 乾 燥 し た 白 鶴 霊 芝 の 全 草 を 粉 砕 機 に て 粉 砕 し 、 得 ら れ た 粉 砕
物 を 篩 に か け て １ ２ メ ッ シ ュ で 分 級 し て 白 鶴 霊 芝 全 草 粉 砕 物 を 得 た 。 こ の 白 鶴 霊 芝 全 草 粉
砕 物 １ ｋ ｇ を ９ ０ ℃ の 熱 水 ２ ５ Ｌ で ２ 時 間 、 ２ 回 抽 出 し 、 得 ら れ た 抽 出 液 を ５ ５ ℃ ～ ６ ０
℃ で 減 圧 下 に 約 １ ０ 分 の １ 量 に 濃 縮 後 、 加 圧 濾 過 し た 。 濾 液 を ９ ０ ℃ ～ ９ ５ ℃ で 加 熱 滅 菌
後 、 減 圧 下 に 濃 縮 乾 固 し 、 微 粉 末 状 の 白 鶴 霊 芝 全 草 熱 水 抽 出 物 １ ８ ０ ｇ を 得 た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　
　 実 施 例 １ と 同 様 に し て 得 ら れ た 白 鶴 霊 芝 根 粉 砕 物 ２ ． ５ ｇ を ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル １ ０ ０ ｍ
ｌ に 浸 漬 、 濾 過 し て 、 僅 か な 芳 香 、 独 特 の コ ク の あ る 味 を 帯 び た 黒 褐 色 の 液 状 の 白 鶴 霊 芝
根 ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 物 を 得 た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　
　 実 施 例 ２ と 同 様 に し て 得 ら れ た 白 鶴 霊 芝 葉 粉 砕 物 ２ ． ５ ｇ を ９ ０ ℃ の 熱 水 １ ０ ０ ｍ ｌ に
浸 漬 、 濾 過 し て 、 僅 か な 芳 香 、 独 特 の コ ク の あ る 味 を 帯 び た 緑 褐 色 の 液 状 の 白 鶴 霊 芝 葉 熱
水 抽 出 物 を 得 た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　
　 実 施 例 ３ と 同 様 に し て 得 ら れ た 白 鶴 霊 芝 全 草 粉 砕 物 ２ ． ５ ｇ を ９ ０ ℃ の 熱 水 １ ０ ０ ｍ ｌ
に 浸 漬 、 濾 過 し て 、 僅 か な 芳 香 、 独 特 の コ ク の あ る 味 を 帯 び た 深 い 緑 色 の 液 状 の 白 鶴 霊 芝
全 草 熱 水 抽 出 物 を 得 た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 微 粉 末 状 の 白 鶴 霊 芝 根 ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 物 を 用 い て Ｔ Ｎ Ｆ － α

10

20

30

40

50

(4) JP 2006-52145 A 2006.2.23

実 施 例 １

実 施 例 ２

実 施 例 ３

実 施 例 ４

実 施 例 ５

実 施 例 ６

試 験 例 １



阻 害 作 用 お よ び 毒 性 を 評 価 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】

１ ． 肥 満 細 胞 の 刺 激
（ １ ） 抗 原 お よ び Ｉ ｇ Ｅ を 用 い た 肥 満 細 胞 の 刺 激
　 ラ ッ ト の 肥 満 細 胞 （ Ｒ Ｂ Ｌ － ２ Ｈ ３ （ Ｊ Ｃ Ｒ Ｂ 　 Ｃ ｅ ｌ ｌ 　 Ｂ ａ ｎ ｋ （ 細 胞 番 号 ： Ｊ Ｃ
Ｒ Ｂ ０ ０ ２ ３ ） ） (１ × １ ０ ６ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｌ ) を 、 マ ウ ス 抗 Ｄ Ｎ Ｐ 特 異 的 Ｉ ｇ Ｅ モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 に て １ ８ 時 間 感 作 し た 。 次 に 、 遠 心 分 離 後 、 Ｔ ｙ ｒ ｏ ｄ ｅ ’ ｓ バ ッ フ ァ ー
（ ０ ． ０ ４ ％ の Ｂ Ｓ Ａ お よ び １ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ を 含 む 。 ) に よ り 複 数 回 洗 浄 し た 。 次
に 、 こ の 細 胞 を ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に 入 れ 、 表 １ に 示 す 量 の Ｄ Ｎ Ｐ － Ｈ Ｓ Ａ (human serum
 albumin)お よ び 微 粉 末 状 の 白 鶴 霊 芝 根 ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 物 を 含 む 溶 液 を 加 え て ２ ４
時 間 刺 激 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ５ 】
（ ２ ） イ オ ノ マ イ シ ン を 用 い た 肥 満 細 胞 の 刺 激
　 ラ ッ ト の 肥 満 細 胞 （ Ｒ Ｂ Ｌ － ２ Ｈ ３ (１ × １ ０ ６ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｌ ) ） を ９ ６ ウ ェ ル プ
レ ー ト に 入 れ 、 表 ２ に 示 す 量 の イ オ ノ マ イ シ ン お よ び 微 粉 末 状 の 白 鶴 霊 芝 根 ９ ０ ％ エ タ ノ
ー ル 抽 出 物 を 加 え て ２ ４ 時 間 刺 激 し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ７ 】
２ ． Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用
（ １ ） Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用 の 評 価 方 法
　 Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用 の 評 価 は 、 上 記 １ ． の （ １ ） お よ び （ ２ ） の そ れ ぞ れ に つ い て 、 ２
４ 時 間 の 刺 激 の 後 、 上 記 し た 各 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト を 遠 心 分 離 に か け 、 上 清 を 回 収 し 、 上
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Ａ ． Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用 の 評 価



清 中 の Ｔ Ｎ Ｆ － α の 濃 度 を サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ り 測 定 す る こ と に よ り 行 っ た 。
サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ る 測 定 は 、 米 国 Ｒ ＆ Ｄ シ ス テ ム ズ 社 （ R&D Systems Inc.）
の キ ッ ト を 用 い て 、 付 属 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 行 っ た 。 そ の 概 要 は 以 下 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま ず 、 あ ら か じ め Ｔ Ｎ Ｆ － α に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で コ ー ト さ れ た キ ッ ト 付 属 の
９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 、 回 収 し た 上 清 を ５ ０ μ ｌ 加 え 、 室 温 で ２ 時 間
反 応 さ せ た 。
　 次 に 、 各 ウ ェ ル の 中 の 液 体 を 除 去 し 、 キ ッ ト 付 属 の 洗 浄 液 に よ り 各 ウ ェ ル を ５ 回 洗 浄 し
た 後 、 キ ッ ト 付 属 の 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） が 付 加 さ れ た 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α に
対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 液 を 各 ウ ェ ル に １ ０ ０ μ ｌ 加 え 、 室 温 で ２ 時 間 反 応 さ せ
た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 次 に 、 各 ウ ェ ル の 中 の 液 体 を 除 去 し 、 キ ッ ト 付 属 の 洗 浄 液 に よ り 各 ウ ェ ル を 洗 浄 し た 後
、 キ ッ ト 付 属 の 発 色 液 を 加 え て 室 温 で ３ ０ 分 間 反 応 さ せ 、 そ の 後 、 キ ッ ト 付 属 の 反 応 停 止
液 （ hydrochloric acid） を 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ た 。
　 得 ら れ た 試 料 に つ い て 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ 米 国 モ レ キ ュ ラ ー デ バ イ ス 社 （ Mo
lecular Device Corporation） 製 ） を 用 い て 、 ４ ５ ０ ｎ ｍ （ 参 照 波 長 は ５ ４ ０ ｎ ｍ 。 ） に
お け る 吸 光 度 を 測 定 し 、 標 準 曲 線 か ら Ｔ Ｎ Ｆ － α の 濃 度 を 算 出 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
（ ２ ） 評 価 結 果
　 評 価 結 果 を 図 １ お よ び 図 ２ に 示 す 。 図 １ は 、 上 記 １ ． の （ １ ） （ 抗 原 お よ び Ｉ ｇ Ｅ を 用
い て 肥 満 細 胞 を 刺 激 し た 場 合 ） に お け る 、 肥 満 細 胞 か ら の Ｔ Ｎ Ｆ － α の 放 出 量 と 白 鶴 霊 芝
根 ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 物 の 添 加 量 と の 関 係 を 示 す 図 で あ る 。 図 ２ は 、 上 記 １ ． の （ ２ ）
（ イ オ ノ マ イ シ ン を 用 い て 肥 満 細 胞 を 刺 激 し た 場 合 ） に お け る 、 肥 満 細 胞 か ら の Ｔ Ｎ Ｆ －
α の 放 出 量 と 白 鶴 霊 芝 根 ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 物 の 添 加 量 と の 関 係 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 図 １ お よ び 図 ２ に 示 す よ う に 、 実 施 例 １ に お け る 白 鶴 霊 芝 根 ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 物 は
、 優 れ た Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用 を 有 す る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
３ ． 免 疫 抑 制 剤 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ と の 比 較
　 白 鶴 霊 芝 根 ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 物 の Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用 と 、 免 疫 抑 制 剤 シ ク ロ ス ポ リ
ン Ａ の Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用 と の 比 較 を 行 っ た 。 比 較 は 、 表 ３ に 示 す 量 の Ｄ Ｎ Ｐ － Ｈ Ｓ Ａ (h
uman serum albumin)を 用 い た 場 合 に つ い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 図 ３ は 、 白 鶴 霊 芝 の Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用 と 免 疫 抑 制 剤 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ の Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻
害 作 用 と の 関 係 を 示 す 図 で あ る 。
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　 図 ３ に 示 す よ う に 、 実 施 例 １ に お け る 白 鶴 霊 芝 根 ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 物 は 、 免 疫 抑 制
剤 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ と 同 様 に 優 れ た Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用 を 有 す る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】

　 毒 性 の 評 価 は 、 ラ ッ ト の 肥 満 細 胞 （ Ｒ Ｂ Ｌ － ２ Ｈ ３ )に 表 ４ に 示 す 濃 度 の 白 鶴 霊 芝 根 ９
０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 物 を 添 加 し て ２ ４ 時 間 の 培 養 を 行 っ た 後 、 Ｍ Ｔ Ｓ 試 薬 を 加 え さ ら に ２
時 間 の 培 養 を 行 い 、 そ の 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ テ カ ン  ジ ャ パ ン 社 製 ） を 用 い
て ４ ９ ０ ｎ ｍ の 吸 光 度 を 測 定 す る こ と に よ り 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 そ の 結 果 、 試 料 Ｎ ｏ ． １ 乃 至 試 料 Ｎ ｏ ． ５ に お け る Ｍ Ｔ Ｓ 結 果 か ら 、 白 鶴 霊 芝 根 ９ ０ ％
エ タ ノ ー ル 抽 出 物 は 、 肥 満 細 胞 に 対 す る 毒 性 が 極 め て 低 い こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】

　 以 上 よ り 、 白 鶴 霊 芝 根 ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 物 は 、 優 れ た Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用 お よ び 高
い 安 全 性 を 有 す る 、 優 れ た Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 剤 で あ る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 白 鶴 霊 芝 根 ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 物 に 代 え て 、 実 施 例 ２ で 得 ら れ た
白 鶴 霊 芝 葉 熱 水 抽 出 物 を 用 い た こ と 以 外 は 、 試 験 例 １ と 同 様 に し て 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用
お よ び 毒 性 を 評 価 し た 。
　 そ の 結 果 、 実 施 例 ２ で 得 ら れ た 白 鶴 霊 芝 葉 熱 水 抽 出 物 は 、 実 施 例 １ の 場 合 と 同 様 に 、 優
れ た Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用 お よ び 高 い 安 全 性 を 有 す る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 白 鶴 霊 芝 根 ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 物 に 代 え て 、 実 施 例 ３ で 得 ら れ た
白 鶴 霊 芝 全 草 熱 水 抽 出 物 を 用 い た こ と 以 外 は 、 試 験 例 １ と 同 様 に し て 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作
用 お よ び 毒 性 を 評 価 し た 。
　 そ の 結 果 、 実 施 例 ３ で 得 ら れ た 白 鶴 霊 芝 全 草 熱 水 抽 出 物 は 、 実 施 例 １ の 場 合 と 同 様 に 、
優 れ た Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用 お よ び 高 い 安 全 性 を 有 す る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 白 鶴 霊 芝 根 ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 物 に 代 え て 、 実 施 例 ４ で 得 ら れ た
白 鶴 霊 芝 根 ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 液 を 用 い た こ と 以 外 は 、 試 験 例 １ と 同 様 に し て 、 Ｔ Ｎ Ｆ
－ α 阻 害 作 用 お よ び 毒 性 を 評 価 し た 。
　 そ の 結 果 、 実 施 例 ４ で 得 ら れ た 白 鶴 霊 芝 根 ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 液 は 、 実 施 例 １ の 場 合
と 同 様 に 、 優 れ た Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用 お よ び 高 い 安 全 性 を 有 す る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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Ｂ ． 毒 性 の 評 価

Ｃ ． 試 験 例 １ の ま と め

試 験 例 ２

試 験 例 ３

試 験 例 ４



　
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 白 鶴 霊 芝 根 ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 物 に 代 え て 、 実 施 例 ５ で 得 ら れ た
白 鶴 霊 芝 葉 熱 水 抽 出 液 を 用 い た こ と 以 外 は 、 実 施 例 １ と 同 様 に し て 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用
お よ び 毒 性 を 評 価 し た 。
　 そ の 結 果 、 実 施 例 ５ で 得 ら れ た 白 鶴 霊 芝 葉 熱 水 抽 出 液 は 、 実 施 例 １ の 場 合 と 同 様 に 、 優
れ た Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用 お よ び 高 い 安 全 性 を 有 す る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 白 鶴 霊 芝 根 ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 物 に 代 え て 、 実 施 例 ６ で 得 ら れ た
白 鶴 霊 芝 全 草 熱 水 抽 出 液 を 用 い た こ と 以 外 は 、 実 施 例 １ と 同 様 に し て 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作
用 を 評 価 し た 。
　 そ の 結 果 、 実 施 例 ６ で 得 ら れ た 白 鶴 霊 芝 全 草 熱 水 抽 出 液 は 、 実 施 例 １ の 場 合 と 同 様 に 、
優 れ た Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用 お よ び 高 い 安 全 性 を 有 す る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 以 上 説 明 し た よ う に 、 本 発 明 の Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 剤 は 、 優 れ た Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用 を 有 す
る た め 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α の 過 剰 な 産 生 が 引 き 起 こ す 組 織 障 害 や さ ま ざ ま な 病 気 （ 例 え ば 、 関 節
リ ウ マ チ 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ Ｓ Ｌ Ｅ ） 、 悪 液 質 、 急 性 感 染 症 、 ア レ ル ギ ー 、 発 熱
、 貧 血 、 糖 尿 病 な ど 。 ） の 治 療 お よ び 予 防 効 果 が 期 待 で き る 。 ま た 、 本 発 明 の Ｔ Ｎ Ｆ － α
阻 害 剤 は 、 高 い 安 全 性 を 有 す る た め 、 長 期 連 用 し て も 人 体 に 有 害 な 作 用 を 及 ぼ さ な い 利 益
が あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
【 図 １ 】 抗 原 お よ び Ｉ ｇ Ｅ を 用 い て 肥 満 細 胞 を 刺 激 し た 場 合 の 、 肥 満 細 胞 か ら の Ｔ Ｎ Ｆ －
α 放 出 量 と 白 鶴 霊 芝 根 ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 物 に 含 ま れ る 白 鶴 霊 芝 濃 度 と の 関 係 を 示 す 図
で あ る 。
【 図 ２ 】 イ オ ノ マ イ シ ン を 用 い て 肥 満 細 胞 を 刺 激 し た 場 合 の 、 肥 満 細 胞 か ら の Ｔ Ｎ Ｆ － α
放 出 量 と 白 鶴 霊 芝 根 ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 物 に 含 ま れ る 白 鶴 霊 芝 濃 度 と の 関 係 を 示 す 図 で
あ る 。
【 図 ３ 】 抗 原 お よ び Ｉ ｇ Ｅ を 用 い て 肥 満 細 胞 を 刺 激 し た 場 合 の 、 白 鶴 霊 芝 の Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻
害 作 用 と 免 疫 抑 制 剤 シ ク ロ ス ポ リ ン の Ｔ Ｎ Ｆ － α 阻 害 作 用 と の 関 係 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】
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